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内 容 摘 要 
 
位于肾脏髓袢升支粗段（TAL）管周膜侧的氯通道在机体对 Cl-的重吸收过程中
发挥着十分关键的作用。本研究拟利用细胞贴附式膜片钳技术来观察一氧化氮
（NO）是否通过抑制管周膜侧氯通道的活性来减少 TAL 对 NaCl 的重吸收以及这种
抑制作用是否是通过环磷酸鸟苷（cGMP）依赖的蛋白激酶 G（PKG）途径来实现的。
实验结果表明，体外急性添加一氧化氮合酶（NOS）作用底物 L-精氨酸以及 NO 外
源性供体 SNAP 均能显著抑制 TAL 管周膜侧 10-pS 氯通道的活性。然而，存在 NOS
抑制剂或 NO 清除剂条件下，我们并未观察到 L-精氨酸对氯通道的抑制作用。接下
来，我们发现抑制可溶性鸟苷酸环化酶可完全阻断 L-精氨酸对氯通道的抑制作用，
而外源性添加 cGMP 类似物 8-BrcGMP 能够模拟 L-精氨酸作用，明显下调了 10-pS
氯通道的活性，提示NO对氯通道的抑制作用是通过产生 cGMP来实现的。除此之外，
我们发现加入蛋白激酶G（PKG）的特异性拮抗剂能够分别消除L-精氨酸和 8-BrcGMP
对氯通道的抑制作用。相反，加入磷酸二酯酶 II（PDE2）的特异性拮抗剂却未能观
察到类似现象。因此，我们得出结论：NO 能够显著抑制肾脏 TAL 管周膜侧 10-pS
氯通道的活性，而这种抑制作用是通过 cGMP 依赖的 PKG 信号通路实现的。这一机
制很可能部分解释了在 NO 体内研究中观察到的尿钠增多现象，从而为进一步完善机
体水盐代谢的调控机制提供新的实验依据。 
 
关键词：髓袢升支粗段，氯通道，一氧化氮，环磷酸鸟苷，蛋白激酶 G 
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Abstract 
 
Chloride channels in the basolateral membrane play a key role in Cl absorption in the 
thick ascending limb (TAL). We used cell-attached patch-clamp techniques to examine 
whether nitric oxide (NO) decreases NaCl reabsorption by suppressing basolateral 
10-pS Clchannels in the TAL. Both the NO synthase substrate L-arginine (L-Arg) and 
the NO donor S-nitroso-N-acetylpenicillamine signiﬁcantly inhibited 10-pS Clchannel 
activity in the TAL. The inhibitory effect of L-Arg on Clchannels was completely 
abolished in the presence of the NO synthase inhibitor or NO scavenger. Moreover, 
inhibition of soluble guanylyl cyclase abrogated the effect of L-Arg on Cl channels, 
whereas the cGMP analog 8-bromo-cGMP (8-BrcGMP) mimicked the effect of L-Arg 
and signiﬁcantly decreased 10-pS Clchannel activity, indicating that NO inhibits 
basolateral Cl channels by increasing cGMP production. Furthermore, treatment of the 
TAL with a PKG inhibitor blocked the effect of L-Arg and 8-BrcGMP on Cl channels, 
respectively. In contrast, a phosphodiesterase 2 inhibitor had no signiﬁcant effect on 
L-Arg or 8-BrcGMP-induced inhibition of Cl channels. Therefore, we conclude that 
NO decreases basolateral 10-pS Cl channel activity through a cGMP-dependent PKG 
pathway, which may contribute to the natriuretic and diuretic effects of NO in vivo. 
 
 
Keywords: thick ascending limb, Cl channel, nitric oxide, cGMP, protein kinase G 
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1  国内外研究现状  
 
1.1 肾脏 ClC-K2 通道研究进展 
肾脏髓袢升支粗段（thick ascending limb, TAL）负责重吸收大约 25%滤过的 Na+
和 Cl-，在机体尿液浓缩机制中起到关键性的作用[1-3]。在肾脏 TAL 上皮细胞，Na+通
过管腔膜侧的 II 型 Na-K-Cl 同向转运体（NKCC2）和 Na/H 交换体（NHE3）进入细
胞[4]，前者负责约 80%的 Na+的吸收，而后者仅负责 20%，然后通过管周膜侧的
Na-K-ATPase 泵出细胞，转运至组织间液。而 Cl-在 TAL 部位的跨膜转运同样需要两
个步骤：Cl-通过管腔膜侧的 NKCC2 进入 TAL 的上皮细胞，然后通过管周膜侧的 Cl
通道或者 1 型 KCl 同向转运体（KCC1）离开细胞进入组织间液[5]。尽管 KCC1 在 TAL
的管周膜上有所表达[6]，但是其在介导 Cl- 跨膜转运方面的作用并未被阐明。因此，
目前普遍认为位于 TAL 管周膜侧的 Cl 通道在介导 Cl- 跨膜转运方面发挥着更为重要
的作用。通过分子生物学手段及免疫荧光染色方法已经证实了 ClC-K2 包含两种亚型：
ClC-K2L 和 ClC-K2S，它们均在大鼠肾脏 TAL 管周膜上呈高表达[7]，而 ClC-K1 则主
要表达于髓袢升支细段[8]，这些表明 ClC-K2 对于维持 TAL 管周膜侧 Cl 电导来说至
关重要。膜片钳实验证实了一种电导约为 10-pS 的 Cl 通道是 TAL 管周膜上 Cl 通道
的主要类型。此外，有报道称在 forskolin 处理过的 TALs 管周膜上成功观察到 10-pS Cl
通道的比例超过80%[9]。由于10-pS Cl通道与ClC-K2具有相似的生物物理学特性[10]，
并且其调节机制也很相似，例如对 pH 的变化十分敏感，可被 cAMP 激活等等[11]。这
些证据表明 ClC-K2 很可能是 10-pS Cl 通道双孔样结构的重要组成部分[12]。 
位于人类肾脏髓袢升支粗段管周膜的氯通道ClC-Kb及其附属β亚单位Barttin分别
由CLCNKB和BSND编码形成，其基因突变导致肾脏功能性缺失（loss-of-function），
分别形成Ⅲ型和Ⅳ型Bartter综合征，以严重的盐耗竭、低血压以及代谢性碱中毒为主
要特征[5]。由于CLCNKB和BSND在肾脏生理及病理过程中的重要性，两者都被列为
高血压的候选基因[13]。CLCNKB位于染色体1p36，而BSND作为其附属亚单位，位于
染色体1p31。CLC-Kb在其氨基酸481位点由苏氨酸到丝氨酸的突变（CLCNKB-T481S），
能够导致肾脏功能性获得（gain-of-function），显著增加氯通道活性，理论上增强
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ClC-Kb活性应该有助于Cl-通过管周膜排出，减少胞内Cl-浓度，提高管腔膜离子驱动
力，进而增强NKCC2活性，最终刺激经上皮细胞的NaCl的重吸收。因此，这种功能
性获得能够明显减少肾小球滤过率，提高血浆中Na+的浓度，从而增加细胞外液容积，
最终导致原发性高血压[14]。此氨基酸位点的突变目前已被证实与某些人种原发性高血
压的发生有关[15]。正是由于CLC-Kb在机体对盐类重吸收方面所起到的重要作用，
CLCNKB-T481S可能是盐敏感性高血压患者身上一个重要的诱发因素。 
在过去的研究中，本实验室利用单通道膜片钳技术在大鼠肾脏 TAL 及远曲小管
（distal convoluted tubule, DCT）管周膜部位均已经成功记录到 10-pS 氯通道。以 TAL
管周膜 10-pS 氯通道为研究对象，我们应用细胞贴附式方法分别观察了花生四烯酸、
胰岛素样生长因子（insulin-like growth factor-1, IGF-1）及 AngII 的作用。结果发现，
5 μmol/L 的花生四烯酸能够显著降低 10-pS 氯通道的活性，且这一作用是经 CYP450
单加氧酶代谢途径生成的 20-HETE 来实现的[16]；而 IGF-1 抑制管周膜 10-pS 氯通道
的活性则是通过激活P13K-mTOR转导通路所完成[17]；与花生四烯酸和 IGF-1对 10-pS
氯通道的抑制作用相反。此外，我们还发现 AngII 能够通过激活 AT1 受体，继而在依
赖 PKC 的 NOX（NADPH-dependent oxidase）途径介导下增强了管周膜 10-pS 氯通道
的活性[18]。由此可见：TAL 管周膜氯通道在 NaCl 的重吸收过程中起了关键作用；花
生四烯酸、IGF 及 AngII 等代谢物质，通过调节 TAL 管周膜氯通道活性调控了管腔
膜 NKCC2 的活动，这将对机体维持对水的重吸收及盐的摄入、体液渗透压的维持及
血压保持在正常水平有着重要的生理学意义。 
1.2 一氧化氮与肾脏功能 
一氧化氮（nitric oxide, NO）作为血压调控的重要介质，广泛参与肾脏功能的调
节。研究表明，刺激体内NO产生可显著增加肾脏的水钠排泄量，反之则减少其排泄
[19]。传统观念认为这种生理性作用主要是通过改变肾血流动力学实现的，然而近年来
的研究发现NO可直接抑制肾脏对小管液中钠离子的转运以及水的重吸收。在肾脏近
端小管、致密斑以及集合管的多项研究也证实了NO可通过介导多个离子转运体活性
来调节机体水盐排泄，并且与在体内实验中观察到的促尿钠排泄作用相一致[20, 21]。不
仅如此，NO在病理条件下的作用也日益受到了人们的关注。抑制肾内NO的产生可导
致钠滁留进而诱发高血压，而在多种高血压动物模型上均证实了其体内NO的活性有
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不同程度的降低[22, 23]。此外，多项动物实验及临床研究发现肾内NO的缺失可能在糖
尿病性高血压、中毒性肾损害及终末期肾病等疾病发生发展中具有极其重要的作用[24, 
25]。因此，阐明NO在肾脏的调控机制不仅有助于完善生理条件下对机体水盐代谢活
动调控过程的认识，也有助于揭示包括高血压在内众多疾病的病理生理过程。 
正常生理状况下，体内 NO 由底物 L-精氨酸在一氧化氮合酶（nitric oxide synthase, 
NOS）催化下代谢产生。NOS 存在三种亚型，分别为神经元型（neuronal，nNOS）、
诱导型（inducible，iNOS）以及内皮型（endothelial，eNOS）。NOS 的三种亚型均在
肾脏有所表达。nNOS 在肾脏的表达主要集中于致密斑细胞和集合管，而目前关于其
活性调节及表达的信号机制了解很少。iNOS 表达于肾脏近端小管和内髓集合管，主
要受多种炎性刺激因素诱导如脂多糖、细胞因子及其它炎症介质等等。有报道称在培
养的近端小管细胞导入 iNOS 能够增加 NO 产生并且抑制钠泵活性[21]，但 iNOS 是否
作用于其它部位目前尚不清楚。eNOS 存在于机体大部分组织如肺、睾丸、大脑和肾
脏的内皮细胞，通过不同的机制发挥其调节离子转运的作用。在肾脏，eNOS 表达于
近端小管、髓袢升支粗段（thick ascending limb，TAL）及集合管[26]。近年来的研究
发现 eNOS 在调节 TAL 离子转运方面发挥十分重要的作用[27]，然而其确切机制还不
完全清楚。 
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2  前    言 
 
高血压是心血管疾病中最常见的危险因素，严重影响人类正常的生活质量和水平。
肾脏作为维持机体正常水盐代谢的重要器官，同时作为高血压损害的主要靶器官之一，
在血压调控中扮演关键性角色。临床上通过早期预防和阻断进行性肾损害进程，可以
有效地控制或延缓高血压的发生发展。 
肾脏髓袢升支粗段（thick, ascending limb, TAL）负责重吸收约 25%滤过的 NaCl，
从而在皮质延髓部产生渗透压浓度梯度，而这是集合管对水重吸收的前提条件。临床
上常见的作用于髓袢的利尿药能够显著抑制 TAL 上的离子转运，从而产生利钠作用，
因此，TAL 在维持机体盐容量调节方面具有十分重要的作用。位于 TAL 管周膜侧的
10 pS Cl 通道是此部位 Cl-排出细胞的主要途径，一方面，编码人类肾脏 TAL 管周膜
氯通道 ClC-Kb 基因突变导致的肾脏功能性缺失能够引起Ⅲ型 Bartter’s 综合征；另一
方面，ClC-Kb 基因突变导致的肾脏功能性增强容易诱发高血压的产生。因此，管周
膜侧 10 pS Cl 通道是调节 TAL 跨上皮细胞转运的重要组成部分，在调节 Cl-跨膜转运
过程中起到十分重要的作用。 
研究表明，一氧化氮（nitric oxide，NO）在介导肾脏水盐代谢调控方面发挥重要
作用。正常生理条件下，肾脏NO缺失能够促进盐敏感性高血压的形成。有报道证实
NO可直接抑制氯化钠在近端小管、皮质集合管以及内髓集合管等多个部位的跨膜转
运。而在髓袢升支粗段这一部位，小管液刺激产生的NO能够减少钠离子的重吸收并
促进尿钠增多。除此之外，NO显示能够抑制管腔膜侧NKCC2活性，进而减少氯化钠
的重吸收。然而，TAL对NaCl的重吸收需要包括Na-K-ATPase、NKCC2、ROMK和
ClC-K2等在内的多个离子通道及转运体的协同参与才能够顺利完成。因此，NO除了
抑制管腔膜侧NKCC2减少Na+、Cl-进入上皮细胞，可能还将抑制管周膜侧Cl-通道从
而减少向组织间液转运Cl-。本研究的目的则是验证这一假设：NO诱导的对NaCl重吸
收的抑制作用是否部分是通过减少TAL管周膜侧氯通道活性来实现的以及何种信号
通路参与介导这一过程。 
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3  实验材料 
 
3.1 实验动物 
选取 4-6 周雄性健康 C57BL/6 小鼠，体重约为 20 克，由厦门大学实验动物中心
提供。动物常规饲养（正常鼠粮、自由摄水、室温），喂养 2 周内选择状态良好的小
鼠进行实验。 
3.2 相关溶液 
氯电极内液（mmol/L）：140 NaCl，1.8 MgCl2 和 10 HEPES； 
细胞外液（mmol/L）：140 NaCl，5 KCl，1.8 CaCl2，1.8 MgCl2 和 10 HEPES； 
以上两种溶液的 pH 值均用 NaOH 调至 7.4。 
组织裂解液（µl/µl）：100 RIPA，1 PMSF，1 磷酸酶抑制剂； 
10×电泳缓冲液（g/L）：30.3 Tris 碱、144 甘氨酸、10 SDS； 
10×转膜缓冲液（g/L）：30.3 Tris 碱、144 甘氨酸； 
10×TBS（g/L）：24.2 Tris 碱、80 氯化钠（用浓 HCl 调 pH 值至 7.6）； 
以上三种溶液在实验中均按 1：10 比例适量稀释。其中，10×TBS 稀释时还需按
100：1 比例另加入 Tween 20（TBS-T）。 
1.5 mol/L Tris.HCl（g/L）：181.5 Tris 碱（用浓 HCl 调 pH 值至 8.8）； 
1.0 mol/L Tris.HCl（g/L）：121 Tris 碱（用浓 HCl 调 pH 值至 6.8）； 
30％丙烯酰胺混合液（g/L）：290 丙烯酰胺、10 N-N′-甲叉双丙烯酰胺；      
10％过硫酸胺（g/L）：100 过硫酸胺； 
10％SDS（g/L）：100 SDS； 
TEMED（四甲基乙二胺） 
5%封闭液（g/L）：50 脱脂奶粉； 
一抗稀释液（g/L）：30 牛血清白蛋白（3% BSA）； 
二抗稀释液（g/L）：50 脱脂奶粉； 
以上三种溶液均用 TBS-T 进行配制。 
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3.3 仪器设备 
表 1 实验用仪器设备 
Table 1 Instrumenttation used in the experiment 
仪器名称 产 地 
防震工作台和屏蔽网 LSXPT 江西连胜实验装备有限公司，中国 
膜片钳放大器 EPC-10 HEKA，Germany 
荧光相差倒置显微镜 Nikon，Japan 
显微镜光源 Nikon，Japan 
三维微操纵器 MP-285 Sutter Instruments，USA 
玻璃微电极拉制仪 PC-10 NARISHIGE，Japan 
体视显微镜 ZEISS，Germany 
水浴恒温搅拌器 SJH-2 常州中诚仪器制造有限公司，中国 
电子天平 北京赛多利斯仪器有限公司，中国 
恒温水浴锅 HH-4 金坛市科技兴仪器厂，中国 
去离子水纯化系统 Millipore, USA 
pH 计 PH720 WTW，Germany 
双垂直电泳仪 Bio-Rad，USA 
转印电泳仪 Bio-Rad，USA 
高速低温离心机 Allegra64R Eppendorf，Germany 
酶标仪 SpextraMax，USA 
露点渗透压仪 5520 WESCOR，USA 
移液枪（1mL/100μL/10μL） Eppendorf，Germany 
磁力搅拌器 GL-3250A 海门市其林贝尔仪器公司，中国 
超声波清洗器 KQ2200E 昆山市超市仪器有限公司，中国 
电热恒温鼓风干燥箱 DHG-9146A 上海精宏实验设备公司，中国 
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3.4 药品来源 
表 2 实验用主要试剂 
Table 2 Chemicals used in the experiment 
试剂名称 用途 产地 
Collagenase A1 胶原酶 A1 ，消化组织 Sigma，USA 
Poly-D-Lysine hydrobromide 多聚赖氨酸，粘贴小管 Sigma，USA 
L-arginine, L-Arg 内源性 NOS 作用底物 Sigma，USA 
SNAP NO 外源性受体 Santa Cruz，USA 
Carboxy-PTIO NO 清除剂 Sigma，USA 
ODQ sGC 抑制剂 Sigma，USA 
LY-83583 sGC 抑制剂 Santa Cruz，USA 
8-GrcGMP cGMP 类似物 Sigma，USA 
KT5823 PKG 抑制剂 Sigma，USA 
BAY-60-7550  PDE2 抑制剂 Santa Cruz，USA 
eNOS 抗体、p-eNOS–Ser1177
抗体 
检测 eNOS 及
p-eNOS–Ser1177 在 TAL
中的蛋白表达水平 
Abcam，UK 
β-actin 抗体 
检测 β-actin 表达水平，
作为内参 
北京康成，中国 
PageRulerTM Prestained 
Protein Ladder 
标记蛋白分子量 Fermentas，USA 
ECL Western Blotting 
Substrate 
结合 HRP 标记的二抗，
发荧光来判断蛋白含量 
Pierece，USA 
 
3.5 药品配置 
ODQ，LY-83583 和 BAY-60-7550 溶解于 DMSO，其它药品均用去离子水溶解。
药品配制好后冻存（-20℃）或置于 4℃备用，实验用时均以细胞外液稀释成相应的浓
度，保证浴液中 DMSO 的最终浓度小于千分之一，其对通道活性没有影响。 
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eNOS 抗体、p-eNOS–Ser1177 抗体及 β-actin 抗体则用 3% BSA 稀释成相应浓度后
使用；二抗则用 5%脱脂奶粉稀释，存储于-20℃冰箱中。 
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4  实验方法 
 
4.1 单通道膜片钳技术 
4.1.1 玻璃微电极的制备 
选取内径为 0.9-1.1mm，壁厚 0.1-0.15mm的特制玻璃毛细管，利用Narishige PC-10
型垂直拉制仪分两步拉制成锥度合适、尖端外径为 0.5-1.0μm 的玻璃微电极，抛光后
内充已配置好的氯电极内液，轻弹电极使其尖端不含气泡，入液电阻约为 10MΩ。 
4.1.2 肾小管的分离 
实验用雄性 C57BL/6 小鼠，体重约为 20 克。颈椎脱臼处死后，立即打开腹腔游
离出双侧肾脏，去掉包膜，用刀片做 3-6 片薄的冠状切片，随后浸入提前配制好的含
胶原酶（1mg/ml）的细胞外液中，在 37℃水浴锅中孵育 45-60 分钟后取出。在体式
显微镜下分离出肾小管髓袢升支粗段（thick ascending limb, TAL），放在涂有多聚赖
氨酸的载玻片(5×5mm)上固定，并移送至装有倒置显微镜的浴槽中。 
4.1.3 单通道电流的记录及分析 
本实验主要采用细胞贴附式膜片钳技术（cell-attached patch-clamp technique）对
小鼠肾脏髓袢升支粗段管周膜进行封接。选取光滑、清洁、管壁完整、边界清晰、状
态良好的肾小管放入平皿中，放置在倒置显微镜上，首先在低倍镜下选择一个消化良
好的肾小管，并调至视野中央。电极入液前利用注射器给玻璃微电极尖端施加一个正
压（防止电极尖端被细胞外液中的灰尘微粒等杂质污染堵塞）。然后调节微操纵仪使
电极尖端缓慢浸入到浴槽液面以下，在 patch-master 操控软件窗口点击 setup 按钮，
阻值窗口栏会显示封接测试脉冲产生的电极波形以及电极电阻，电极入液后电阻应在
10 MΩ 左右为宜，电阻偏大或偏小，都不利于实验的进一步展开。由于电极内液与
电极外液离子成分的不同，相触时会产生液接电位，通常根据液接电位是否稳定来判
断电极是否稳定。在低倍镜下调节微操纵仪将电极尖端与细胞相靠近，再转到高倍镜
下小心操作将电极尖端接触到细胞膜表面，此时电阻值立即上升 2~4 MΩ，然后给与
一定的负压，此时电极尖端与细胞膜连接更紧密，封接电阻会持续上升，若细胞状态
良好，则有利于形成高阻封接。当封接电阻值上升到 1 GΩ 以上即可进一步进行膜片
钳实验，对于膜电容以及电极电容所带来的干扰，可通过 patch-master 操作界面来对
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